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RESUMEN
Los avances que en los últimos años se están produciendo en las tec-
nologías ómicas está suponiendo el descubrimiento paralelo de nuevos
biomarcadores de utilidad clínica en el diagnóstico, pronóstico y trata-
miento de numerosas enfermedades. En gran medida, estos avances se
deben también a la proliferación de nuevos métodos de análisis con ca-
racterísticas de funcionamiento muy mejoradas que posibilitan una ma-
yor exactitud y reproducibilidad de los resultados a menor coste y en
menor tiempo. En el presente trabajo se analizan las posibilidades de estos
biomarcadores en clínica y su impacto en el desarrollo de medicamentos,
haciendo una revisión de los métodos analíticos más utilizados en la ac-
tualidad, con especial hincapié en la preparación de las muestras y la
diferentes alternativas analíticas que se están empleando en la investiga-
ción de nuevas proteínas de utilidad como biomarcadores en el contexto
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de la proteómica. El capítulo finaliza con una aproximación a la impor-
tancia de los biomarcadores en la investigación del cáncer y del futuro
que representará su uso en el ámbito de la medicina personalizada.
Palabras clave: Biomarcadores. Biomarcadores ómicos. Medicina
personalizada. Técnicas analíticas. Proteómica.
ABSTRACT
Analytical strategies in new biomarkers research
The latest advances that have been made in omics technologies have
led the discovery of new biomarkers of clinical utility in diagnosis,
prognosis and treatment of many diseases. In some way, these advances
are also due to the proliferation of new analytical methods with better
performance characteristics that enable a greatly improved accuracy and
reproducibility of results at lower cost and in less time. In this paper the
potential of these biomarkers in the clinic and its impact on drug deve-
lopment are studied, with a review of analytical methods currently used,
with special emphasis on sample preparation and analytical alternatives
that are being used in research of new proteins as useful biomarkers in
the proteomics context. The chapter ends with an approximation of the
importance of biomarkers in cancer research and the role that they will
play in personalized medicine in future.
Keywords: Biomarkers. Omic biomarkers. Personalized medicine.
Analytical methods. Proteomic.
1. INTRODUCCIÓN
El día en que el médico de cabecera revise en una simple consulta
médica una copia del genoma del paciente, informándole sobre cuáles
serán las probables enfermedades que padecerá a lo largo de su vida
de acuerdo con su perfil genético y aconsejándole también sobre con-
ductas y hábitos de vida saludable que deberá seguir para minimizar
el impacto de las mismas, es un escenario que previsiblemente no tar-
dará en ser habitual en los centros de salud en un futuro no muy lejano.
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De hecho esta situación es hoy posible, si bien su coste es realmente in-
alcanzable para cualquier sistema sanitario, ya que ronda los 99.500 dó-
lares americanos (1), aunque su precio se ha reducido significativamente
en un año (350.000 dólares en 2008) (2) y es previsible que en un plazo
de cinco años se reduzca hasta un coste aproximado de 1.000 dólares (3).
Tampoco está muy lejano el día en el que un paciente cualquiera podrá
realizar por sí mismo una prueba diagnóstica que le permita conocer la
evolución de un número significativo de enfermedades sólo con una gota
de sangre, como puede hacerlo a día de hoy con sus niveles de glucosa,
mediante dispositivos que podrá adquirir en su farmacia.
Todo esto será posible gracias a los enormes avances que se están
produciendo en la identificación, selección, validación y estandarización
de determinadas moléculas biológicas que se conocen como biomarca-
dores, cuya localización y análisis nos permite bien diagnosticar una
enfermedad o sencillamente la susceptibilidad de padecerla, detectar la
exposición a un organismo patógeno o a un tóxico o conocer también
la respuesta a un determinado tratamiento farmacológico. Podemos ha-
blar, por tanto, de biomarcadores de diagnóstico, predisposición, expo-
sición, pronóstico, respuesta y predicción de la eficacia terapéutica,
utilizando para ello una enorme variedad de indicadores cuantificables
cuya utilidad no sólo se limita al campo de la clínica convencional sino
que se extiende también al descubrimiento y desarrollo de nuevos me-
dicamentos.
La investigación en el campo de los biomarcadores está experimen-
tando un desarrollo exponencial. Basta indicar que de acuerdo con los
datos recogidos en la ISI Web of knowledge para los primeros cinco
meses del año 2009, introduciendo «biomarker» como clave de búsque-
da, se obtuvieron 1.829 citas en su base de datos de revistas, de las
cuales 768 correspondían a la categoría de Bioquímica y Biología mo-
lecular, 463 a Farmacia y Farmacología, 409 a la Oncología, 375 a la
Química y 322 a la Genética. Existe una revista especializada denomi-
nada Biomarkers con un índice de impacto de 1,978 en el año 2007 y
anualmente se celebran numerosos congresos sobre esta temática (Bio-
markers World congress, The annual biomarkers congress).
El concepto de Biomarcador en Medicina se ha venido utilizando
para definir el estado de una enfermedad en particular o el estado par-
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ticular de un organismo. En el año 1999 un grupo de expertos de la NIH
(National Institute of Health) lo definió como «una característica obje-
tivamente mensurable y evaluable como indicadora de un proceso bio-
lógico ordinario, de un proceso patogénico o como respuesta a una
intervención terapéutica» (4).
Una característica desde el punto de vista diagnóstico puede inter-
pretarse como cualquier atributo o variable que pueda determinarse y
relacionarse con cualquiera de los procesos anteriormente indicados. La
temperatura corporal, por ejemplo, es un biomarcador bien conocido de
un cuadro febril, la presión arterial se considera un marcador de riesgo
vascular, la medida de los niveles de colesterol son indicadores del
riesgo de padecer enfermedades cardiacas. La imagen de un escáner
cerebral, como cualquier otra técnica de imagen, puede también utilizar-
se como indicador de un proceso patológico. El CBI (Center for Bio-
markers in Imaging) del hospital General de Massachusetts (5) ofrece un
catalogo de más de 340 pruebas diagnósticas basadas en el empleo de
técnicas de imagen que utilizan biomarcadores. Cualquiera de las molé-
culas utilizadas comúnmente en clínica, cuyas variaciones más allá de
los límites normales se relacionan con patologías diversas, se consideran
igualmente indicadores bioquímicos simples que se determinan median-
te su análisis a través de las técnicas analíticas convencionales. No
obstante, dada la complejidad del contexto en el que se produce la
investigación actual del desarrollo de biomarcadores, es a veces difícil
interpretar de la definición anterior el significado exacto del término
«característica», especialmente cuando los datos evaluados que se rela-
cionan con una enfermedad determinada son en realidad un conjunto de
características asociadas a un patrón molecular múltiple. La combina-
ción de estas características representa en sí mismo un biomarcador
potencial, como el que puede corresponder al conjunto de picos en un
espectro de masas. La enorme complejidad que introducen estos nuevos
sistemas de valoración diagnóstica está suponiendo una auténtica trans-
formación de la medicina clínica tradicional, cuya interpretación podría-
mos decir que ha venido siendo puramente analógica, en una nueva
medicina que requiere una interpretación digital. Sirva de ejemplo el
trabajo de Gil Mor y colaboradores (6), que utilizan una combinación de
seis marcadores para diagnosticar el cáncer de ovario, con una sensibi-
lidad del 95,3% y una especificidad del 99,4%, si bien cada una de las
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moléculas utilizadas por separado no tienen relevancia clínica. En la
actualidad el test se encuentra disponible con el nombre OvaSureTM,
comercializado por Laboratory Corporation of America (LabCorp) y de
elección para mujeres con alto riesgo de padecer esta enfermedad.
En cualquier caso, la validación de estos biomarcadores que se basan
en patrones moleculares complejos debe realizarse siguiendo la metodo-
logía que se emplea en la evaluación de los biomarcadores tradicionales
que se corresponden con moléculas simples (7).
El espectacular avance que las tecnologías ómicas ha experimenta-
do en los últimos años ha permitido que numerosos proyectos en este
campo se presenten como una esperanzadora fuente de biomarcadores.
La primera fase del proyecto Hapmap (8) (Mapa de Haplotipos) que
pretende catalogar los patrones de variación genética a partir de los
polimorfismos de un solo nucleótido o SNP. El proyecto de los 1.000
genomas (9), que pretende catalogar estas mismas variaciones que se
encuentren con una frecuencia de al menos el 1% de la población hu-
mana a partir de los genomas de al menos mil personas pertenecientes
a una gama amplia de grupos étnicos. La primera fase del proyecto
ENCODE (10) (Encyclopedia of DNA Elements) y el proyecto para la
identificación del proteoma humano HUPO (11), cuyo objetivo final es
conocer las proteínas representativas de los 21.000 genes existentes,
dónde se encuentran localizadas, qué células las están expresando y con
qué frecuencia se producen, representan algunas de las iniciativas con
las que ya se cuenta para conseguir nuevos biomarcadores.
En este contexto the Biomarkers Consortium (12), creado a finales
del año 2006 con la finalidad de identificar y caracterizar nuevos bio-
marcadores y que incorpora en su estructura fundacional instituciones
de naturaleza pública y privada, como the National Institutes of Health
(NIH), la FDA (Food and Drug Administration), the Pharmaceutical
Research and Manufacturers of America (PhRMA) y the Foundation of
National Institutes of Health (FNIH), además de otros centros de inves-
tigación médica y biotecnológica, pretende facilitar de manera coordina-
da a los investigadores en este campo, con fines biomédicos, el adecua-
do uso de los datos y de la tecnología disponible para garantizar así la




En los últimos años se han realizado significativos avances en dis-
tintas enfermedades, como en la patología cardiovascular (13, 14), en
patologías neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (15,
16), enfermedad renal (17) y muy especialmente en el cáncer (18, 19).
2. BIOMARCADORES ÓMICOS
No cabe duda de que los mayores logros en la última década se han
producido en el descubrimiento de biomarcadores de expresión génica,
proporcionando cuantiosa información para el abordaje de numerosas
enfermedades. No obstante, en el marco de las tecnologías ómicas, la
proteómica proporciona quizás la opción en la que mayores expectativas
se han depositado. Las proteínas han demostrado su enorme potencial
como moléculas biomarcadoras, proporcionando una extraordinaria in-
formación para su utilización tanto diagnóstica como pronóstica en
múltiples enfermedades, como también para el desarrollo de dianas te-
rapéuticas. La utilización de la proteína Her2 en el diagnóstico y trata-
miento del cáncer de mama (20-22) y el empleo de la mieloperoxidasa
(MPO) para predecir el riesgo de sufrir episodios cardiovasculares (23),
son ejemplos clásicos de biomarcadores proteicos que apuntan en esta
dirección. La investigación sobre patrones proteicos se presenta como
una poderosa herramienta tanto para la identificación de cambios rela-
cionados con la exposición ambiental a las enfermedades como en la
detección temprana del cáncer. Sin embargo, todavía se necesita resol-
ver determinadas cuestiones metodológicas antes de que estos avances
se puedan aplicar con cierto aprovechamiento. En numerosos foros se
han puesto sobre la mesa importantes problemas en la metodología de
estos ensayos, que incluyen desde falta de reproducibilidad tanto en los
métodos analíticos, como en los patrones de proteínas en series diferen-
tes de pacientes y en diferentes laboratorios. Un estudio realizado en el
año 2007 comparó la capacidad de 87 laboratorios para identificar
mediante espectrometría de masas doce proteínas diferentes añadidas a
una muestra de Escherichia coli. Ningún laboratorio consiguió identifi-
car correctamente las doce proteínas y sólo uno de ellos consiguió iden-
tificar diez de las mismas. En el año 2008 en una experiencia similar,
sólo seis de 24 laboratorios fueron capaces de identificar correctamente
las 20 proteínas adicionadas a una muestra compleja (24).
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Otras tecnologías emergentes como La metabolómica y la metabo-
nómica constituyen también otro recurso muy esperanzador en la iden-
tificación de Biomarcadores con utilidad diagnóstica. Ambas represen-
tan el estudio del perfil completo de los metabolitos de pequeño peso
molecular presentes en una célula u organismo (metabolómica) y cómo
éste puede modificarse por la presencia de medicamentos, modificacio-
nes ambientales o enfermedades (metabonómica). Como las otras tecno-
logías ómicas, utilizan las técnicas de cribado de alto rendimiento (HTS)
combinando, en este caso, técnicas de resonancia magnética nuclear
(RMN) con interpretaciones quimiométricas y técnicas hifenadas como
HPLC-MS, lo que permite determinar un elevado número de metaboli-
tos de manera simultánea.
Recientemente, utilizando la espectroscopía de resonancia magnéti-
ca nuclear de alta resolución interpretada a través de análisis multiva-
riante, se ha podido determinar el perfil metabólico de células de carci-
noma renal en muestras séricas, diferenciando a pacientes sanos de
enfermos con y sin metástasis, antes y después de la nefrectomía (25).
Igualmente, utilizando técnicas de UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography) acoplada a la espectrometría de masas, Xu y colabo-
radores identificaron 21 metabolitos como biomarcadores potenciales
para diferenciar pacientes con cáncer de hígado de pacientes sanos.
Como en el caso anterior, recurren también a métodos quimiométricos
para la interpretación de los resultados (26).
Recientemente el equipo de investigación de Arul M. Chinnaiyan de
la universidad de Michigan (27), identificó un metabolito potencialmente
útil como biomarcador en el diagnóstico del cáncer de próstata, seleccio-
nado entre 1.126 metabolitos aislados previamente a partir de la orina,
sangre y tejidos de varones que padecían esta enfermedad. Se trata de la
Sarcosina cuya capacidad diagnóstica supera la determinación convencio-
nal de la PSA (Antígeno Prostático Específico), y en especial porque
parece poder distinguir entre los tumores localizados y los diseminados.
3. BIOMARCADORES EPIGENÉTICOS
No todos los biomarcadores genómicos se basan en la expresión
génica. En la actualidad un gran número de investigadores estudian el
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papel que los cambios epigenéticos juegan en el desarrollo de diferentes
enfermedades.
El término epigenético se refiere a los cambios en el fenotipo que no
implican alteraciones en la secuencia del ADN. La epigenética incluye las
modificaciones covalentes del ADN y de las histonas que lo soportan, del
envoltorio del ADN alrededor del nucleosoma, el plegamiento de la cro-
matina y de su anclaje en la matriz nuclear, y la regulación del ARN no
codificante, como las cadenas de microARNs. La epigenética representa
el nexo que conecta el medio ambiente y el genoma.
En la actualidad, la mayor parte de la investigación en este campo
se dirige a la hipermetilación de la molécula de ADN, especialmente en
la investigación del cáncer, dado que si bien los tumores liberan el ADN
a la circulación sanguínea éstos no vierten restos intactos de cromatina.
Por tanto los marcadores de histona solamente pueden analizarse en
células y tejidos enteros.
4. MOLÉCULAS DE microARN COMO BIOMARCADORES
Las moléculas de microARN (miRNAs) representan una nueva vía
para la obtención de biomarcadores, especialmente en el diagnóstico del
cáncer, dado que parece ser que se expresan en cantidades diferentes
según se trate de células normales o cancerosas (28). En modelos ani-
males se ha demostrado incluso que determinados tipos de cáncer en los
que la expresión de microARN se encuentra reducida, la proliferación
de la enfermedad se detiene cuando la expresión de estas moléculas se
normaliza (29). Recientemente, Mitchell y colaboradores han demostra-
do que los niveles de moléculas de microARN en formas estables pro-
cedentes de células tumorales pueden detectarse en el torrente circula-
torio, lo que viene a confirmar la posibilidad de su utilización como
biomarcadores en el diagnóstico precoz del cáncer (30). Estas moléculas
de microARN tienen también un importante recorrido en terapéutica. La
empresa Crogen Pharmaceuticals es pionera en el estudio del papel que
los genes responsables de estas moléculas juegan en el cáncer en seres
humanos, así como en el desarrollo de microchips para su detección y
de su uso en el desarrollo de medicamentos (31).
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5. FARMACOEPIGENÉTICA
Si la farmacogenética nos permite identificar las bases genéticas que
explican las diferencias interindividuales en la respuesta a medicamen-
tos, la farmacoepigenética representa también otra vía adicional para
explicar las variaciones en la respuesta terapéutica, especialmente en los
casos que no puede imputarse a las modificaciones debidas al polimor-
fismo genético (SNP). Muchos de los genes que codifican la expresión
de enzimas, proteínas transportadoras, factores de transcripción o recep-
tores de fármacos, se encuentran bajo control epigenético. Además, se
ha demostrado recientemente que cadenas de microARN pueden modi-
ficar la expresión de estos genes a su vez, como parece deducirse de los
trabajos de Ghotbi y colaboradores, que podría explicar las diferencias
observadas en la expresión del gen CYP1A2 (32). Estos descubrimien-
tos también podrían explicar el desarrollo de resistencias a los medica-
mentos utilizados en los tratamientos oncológicos.
El grado de hipermetilación de otros genes como los relacionados
con la enzima Glutation-S-transferasa, GSPT1, aumentada en cáncer de
próstata, se ha referido como biomarcador en el diagnóstico de esta pa-
tología a partir de muestras de orina y biopsia de la glándula (33).
La metilación de los genes que codifican las dianas y receptores de
medicamentos, la modificación de las histonas como respuesta a la pre-
sencia de medicamentos y como ésta afecta a la expresión de determi-
nados genes, y el uso de medicamentos con capacidad para inhibir las
enzimas metiltransferasas y por tanto para inducir la desmetilación de
las secuencias del ADN, son algunos de los campos en los que se de-
sarrolla actualmente la investigación en farmacoepigenética (34).
6. BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN
Los biomarcadores de exposición nos permiten detectar cuando una
determinada persona o grupo de personas se han encontrado expuestos
a la acción de un compuesto químico o a un tóxico que, a medio o largo
plazo, puede suponer un riesgo para su salud o su vida. Consideremos
el ejemplo del tabaco cuyo consumo, según afirma la Organización
Mundial de la Salud, está conduciendo a que una de cada diez personas
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adultas en todo el mundo, muera por su causa. Es bien conocido que su
consumo produce cambios no sólo en los tejidos sino también en el
ADN de los fumadores, induciéndoles a padecer distintas enfermedades
como el cáncer de pulmón. Es cierto que sólo uno de cada diez fuma-
dores padecerá este tipo de cáncer, pero también es cierto que sólo el
15% de los diagnosticados sobrevivirá más allá de los cinco años des-
pués del diagnóstico. Determinar los biomarcadores asociados al consu-
mo del tabaco representa una herramienta diagnóstica que nos permitiría
intervenir con anticipación, especialmente en las personas con mayor
susceptibilidad de padecer este tipo de cáncer. En este sentido, el Centro
de Excelencia en Toxicología Ambiental (CEET) de la Facultad de Me-
dicina de la universidad de Pensilvania, está desarrollando un proyec-
to de cuatro años para la identificación de estos biomarcadores, con un
presupuesto de 2,3 millones de dólares, subvencionado por el NIH (35).
El panel de marcadores investigados incluye los biomarcadores de ex-
posición a los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs), el estrés
oxidativo y las proteínas secretadas que pueden ser detectadas tanto en
orina como en el producto condensado del exhalado respiratorio.
Son numerosos los biomarcadores que se utilizan para diagnosticar
la exposición del organismos a tóxicos o xenobióticos. La mayor parte
de ellos como consecuencia de la respuesta del organismo a su presen-
cia, como modificaciones en las células sanguíneas (alteraciones en la
síntesis de hemoglobina), alteraciones en la actividad de determinadas
enzimas, como también la bien conocida inhibición de la acetilcolines-
terasa por los pesticidas organofosforados, la presencia de aductos del
ADN como los que generan las N-nitrosaminas y los PAHs, modifica-
ciones localizadas, también, en el ARNm o el aumento de determinadas
proteínas, como las metalotioneinas o las proteínas de estrés térmico,
HSP (Heat Shock Proteins).
7. BIOMARCADORES EN EL DESARROLLO
7. DE MEDICAMENTOS
De acuerdo con los datos aportados por More y col. (36) las cifras
de los efectos adversos a medicamentos se incrementaron 2,6 veces en
los Estados Unidos en el periodo comprendido entre 1998-2005 con un
aumento paralelo de las muertes por esta misma causa de 2,7 veces.
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Estos efectos adversos superan la cifra de 2 millones anuales y son
la causa de aproximadamente 100.000 muertes sólo en los Estados
Unidos (37). Según Suter y colaboradores (38), de los medicamentos
que se retiran en la fase final de su desarrollo, una vez completados
todos los ensayos pertinentes, en el 30% de los casos se debe a proble-
mas de seguridad y en un 35% a problemas de eficacia, generando
importantes pérdidas a los laboratorios implicados. No cabe duda de
que disponer de biomarcadores capaces de poner de manifiesto con
precocidad su toxicidad durante las fases preclínica y clínica ayudaría a
tomar decisiones más fundamentadas, tanto en la etapa de desarrollo
como posteriormente en su prescripción después de su comercialización
(Tabla I).
Sirva de ejemplo la terapia anticancerosa en el cáncer de mama, en
el que de cada 100 mujeres diagnosticadas con nodo negativo, ER-
positivo (Receptores de Estrógeno), 85 sobrevivirán sin recidivas con
cirugía y terapia hormonal solamente. De las 15 que recaerán sólo cua-
tro se podrán beneficiar de la quimioterapia. En otras palabras, sólo el
4% de las pacientes con cáncer necesitan y pueden beneficiarse de la
quimioterapia citotóxica. Por esta razón es tan importante el descubri-
miento de biomarcadores en este campo, ya que además del diagnóstico
permite plantear los ensayos clínicos restringiendo los pacientes selec-
cionados a aquellos que realmente pueden beneficiarse de un determi-
nado tratamiento, eliminando de los mismos aquellos que presentan
resistencia efectiva al mismo.
En la actualidad existe un número importante de biomarcadores
farmacogenómicos mediante los cuales es posible seleccionar a los pa-
cientes para un tratamiento específico con un medicamento o ajustar las
dosis del mismo de acuerdo con las características individuales de los
pacientes. Esta lista de biomarcadores se espera que se incremente con-
siderablemente durante los próximos años. Con este fin se han implan-
tado en numerosos países planes de desarrollo e implementación de la
farmacogenómica como una herramienta imprescindible en la medicina
personalizada. Por ejemplo, el último informe de mayo de 2008 del
comité asesor de Genética, Salud y Sociedad (SACGHS) del departa-
mento americano de Salud y Servicios Humanos (HHS) (39), recomien-
da al HHS la implementación de un plan extensivo de promoción de la
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mica que facilite el desarrollo paralelo de ensayos de biomarcadores
farmacogenómicos con nuevos medicamentos, la recopilación de datos
farmacogenómicos que nos permitan predecir diferencias interindividua-
les y la promoción de las tecnologías farmacogenómicas en el práctica
clínica.
8. TÉCNICAS ANALÍTICAS EN LA INVESTIGACIÓN
8. DE BIOMARCADORES
No cabe duda de que la búsqueda de nuevos biomarcadores repre-
senta un estimulante desafío no sólo para la clínica, por el potencial
pronóstico, diagnóstico y terapéutico que su descubrimiento y aplica-
ción conlleva, sino también para la química analítica, dado la necesidad
de desarrollar nuevas metodologías que posibiliten su identificación
selectiva en matrices complejas como podríamos definir, desde el punto
de vista analítico, cualquiera de los tejidos y fluidos biológicos habitual-
mente empleados (plasma, saliva, orina, etc.). Estos fluidos pueden
contener varios miles de proteínas y péptidos con una distribución de
concentraciones que varía en diez órdenes de magnitud, mientras que
los sistemas de análisis más potentes en la actualidad, como la espectro-
metría de masas (MS), apenas permite cubrir un intervalo de tres a
cuatro órdenes. Esta situación además se complica si tenemos en cuenta
que aproximadamente el 85% en masa del proteoma del suero humano
lo componen solamente seis proteínas mayoritarias, la albúmina, inmu-
noglobulinas (G y A), transferrina, haptoglobina y α1-antitrpsina, que
pueden enmascarar la presencia de otras proteínas menos abundantes y
a menudo más interesantes desde el punto de vista clínico. De hecho los
primeros intentos de establecer perfiles de biomarcadores mediante MS
utilizando equipos de baja resolución y empleando métodos de ioniza-
ción por desorción con láser como el SELDI (Surface Enhanced Laser
Desorption Ionization), se mostraron ineficientes por su baja especificad
y escasa reproducibilidad. Tenemos que tener en cuenta que la mayoría
de los biomarcadores de interés clínico se encuentran a una concentra-
ción de ng/mL o incluso por debajo de estos niveles. La preparación de
muestras es por tanto fundamental para una adecuada reducción de las
proteínas mayoritarias y evitar así la interferencia de las mismas.
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8.1. Preparación de las muestras
En la preparación de las muestras los procedimientos de reducción
de interferentes, como proteínas u otras macromoléculas, a menudo im-
plican métodos basados en interacciones bioespecíficas que utilizan an-
ticuerpos mono o policlonales inmovilizados sobre soportes sólidos, que
capturan las proteínas más abundantes. En la actualidad numerosas ca-
sas comerciales proporcionan este tipo de productos, utilizando anti-
cuerpos de procedencia aviar que presentan la ventaja de una selectivi-
dad incrementada como consecuencia de una menor reactividad cruzada
con las proteínas de mamíferos.
Sigma-Aldrich distribuye Seppro affinity depletion technology fabri-
cado a partir de una librería de 700 anticuerpos IgY, obtenidos a partir de
embriones de pollo y preparados utilizando antígenos recombinantes. La
plataforma Seppro incorpora la tecnología SuperMix, que representa el
sistema de reducción más completo hoy disponible, ya que elimina cator-
ce de las proteínas más abundantes en el suero humano, además de otras
presentes con niveles intermedios. La compañía Calbiochem ofrece el kit
ProteoExtract que incluye la remoción de albúmina/IgG mediante la uti-
lización de un material que combina una resina específica para albúmina
y una resina polimérica con la proteína A inmovilizada. Permite eliminar
el 75% de las proteínas presentes en el suero con un enriquecimiento de
la muestra de hasta cuatro veces, lo que hace posible su incorporación en
geles 2D o columnas de cromatografía líquida, una vez eliminadas las
proteínas más abundantes. El Kit incorpora también la preparación para
la extracción total o parcial del proteoma, una precipitación para la con-
centración de la muestra y una digestión enzimática si se requiere.
La compañía Novagen (parte de EMD Biosciences) proporciona el
kit de separación de proteínas ProteoEnrich CAT-X en condiciones no
desnaturalizantes basándose en la captura de las proteínas mediante su
unión a resinas de intercambio catiónico, de manera que todo el proteo-
ma se inmovilizaría, en principio, a la matriz de la resina en condiciones
ligeramente ácidas, para posteriormente eluirlo parcialmente mediante
un gradiente salino.
Uno de los principales inconvenientes que se derivan de los métodos
de reducción de proteínas radica en la tendencia que las proteínas ma-
yoritarias presentan, y especialmente la albúmina, de unirse a otras pro-
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teínas o fragmentos de éstas, teniendo como consecuencia la elimina-
ción paralela de otras proteínas de interés. La compañía Bio-Rad se
enfrenta a este problema utilizando la tecnología ProteoMiner, la cual
proporciona una elevada librería de hexapéptidos enlazados a soportes
para uso en cromatografía, con la característica de que cada uno de los
hexapéptidos se enlazará solamente a una secuencia proteica determina-
da. Cuando la muestra se añade, la limitada capacidad de la columna
hará que los ligandos específicos correspondientes a las proteínas mayo-
ritarias se saturen rápidamente, permitiendo que el exceso de éstas fluya
a través de la misma. Contrariamente, las proteínas minoritarias se con-
centrarán en sus ligandos, por lo que la elución posterior permite reducir
el intervalo dinámico del conjunto de las proteínas de manera sustancial.
La principal ventaja de este procedimiento radica no sólo en la reduc-
ción de las proteínas mayoritarias, sino en el enriquecimiento de las
minoritarias, lo que en sí mismo representa una alternativa a los proce-
dimientos de reducción de proteínas.
Las estrategias de enriquecimiento de proteínas minoritarias permi-
ten la preparación de subgrupos específicos de proteínas, que puede
conseguirse mediante la purificación por afinidad utilizando modifica-
ciones químicas postraduccionales como glicosilación o fosforilación o
a través del aislamiento de subpoblaciones celulares, como organelas o
fracciones de membranas plasmáticas. La mayoría de las muestras pro-
cedentes de fluidos biológicos que se utilizan actualmente en la inves-
tigación clínica de nuevos marcadores necesitan reducirse, someterse a
un tratamiento de derivatización química, a una digestión con tripsina y
posteriormente a una separación mediante HPLC en fase reversa.
La extracción en fase sólida (SPE) es probablemente la estrategia de
enriquecimiento de muestras más utilizada, especialmente en la prepa-
ración de proteínas para su análisis mediante espectrometría de masas
(MS). La casa VARIAN comercializa puntas de micropipetas OMIX®
para la concentración y desalación de proteínas y péptidos, utilizando
sorbentes monolíticos que presentan la ventaja frente a otras columnas
de μC18 convencionales de unas mejores prestaciones de flujo, con una
capacidad de retención de hasta 8 μg de péptido en las puntas de 10 μL,
y disponible con tres sorbentes distintos: C4 para la desalación de pro-




La casa Millipore comercializa un producto similar, el ZipTip, uti-
lizando resinas C4 y C18, que proporciona unas elevadas capacidades
de recuperación para la purificación de cantidades en el intervalo del
fento-picomol de péptidos, proteínas y oligonucleótidos. Permite tam-
bién su acoplamiento con sistemas de ionización directa en un espetró-
metro de masas como el electrospray.
La irrupción de nuevas alternativas de preparación de muestras como
la tecnología TurboFlow de Thermo Scientific permite conseguir mayo-
res volúmenes de enriquecimiento en menor tiempo. Utiliza columnas
de diámetro reducido empaquetadas con partículas de gran tamaño para
aprovechar los sucesos de turbulencia, difusión e interacción química
que se producen en su interior. Cuando la fase móvil fluye a través de
la columna se generan velocidades lineales cien veces superiores a las
que se observan normalmente en las columnas convencionales de HPLC.
Los anchos espacios intersticiales entre las partículas de la fase estacio-
naria, sumados a la elevada velocidad lineal de la fase móvil, generan
turbulencias dentro de la columna, lo que favorece que las moléculas de
pequeño tamaño difundan con mayor rapidez hacia los poros de las
partículas que las moléculas de mayor tamaño. El flujo turbulento de la
fase móvil arrastra rápidamente estas moléculas sin que puedan difundir
en los poros. Las moléculas que penetran en los poros interaccionarán
químicamente con la fase estacionaria proporcionando un componente
adicional para la separación de los compuestos de la muestra. Las pe-
queñas moléculas, cuya capacidad de interaccionar con la fase estacio-
naria es muy baja, difundirán nuevamente fuera de los poros siendo
arrastrados por el flujo. Sólo aquellos compuestos que muestren cierta
afinidad quedarán retenidos. La utilización de diferentes disolventes
permitirá la elución diferencial selectiva posterior. Las columnas Turbo-
Flow se encuentran disponibles con diferentes fases estacionarias y para
un número elevado de analitos (40).
Desde el punto de vista analítico la determinación de fosfoproteínas
representa también un desafío creciente, dada su pequeña abundancia.
En la actualidad, el enriquecimiento de fosfoproteínas a partir de mues-
tras complejas puede llevarse a cabo mediante cromatografía de afini-
dad, utilizando anticuerpos específicos inmovilizados para residuos de
fosfoserina, fosfotreonina y fosfotirosina, disponibles en kits comercia-
les. No obstante, otras metodologías más compatibles con técnicas ins-
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trumentales como la espectrometría de masas son las que utilizan cro-
matografía de afinidad con metales inmovilizados (IMAC). Se basan en
la afinidad que los grupos fosfato muestran para ciertos iones metálicos,
como el Fe3+ o el Ga3+, unidos como reactivos quelantes a soportes
sólidos. La empresa CALBIOCHEM proporciona el kit ProteoExtract®
con diferentes aplicaciones en proteómica para la captura selectiva de
fosfopéptidos en la preparación de muestras, compatible con una varie-
dad de técnicas analíticas como immunoblotting, ELISA, microarray,
electroforesis bidimensional en gel y espectrometría de masas (41).
Otros subproteomas a menudo investigados son el contenido de las
membranas intracelular y plasmática, por su implicación en la señaliza-
ción celular. No obstante, su análisis es francamente complejo debido a
los cambios postraduccionales y a las interacciones proteína-proteína
que se producen, además de su carácter hidrofóbico. El kit The NOVA-
GEN ProteoExtract® Transmembrane Protein Extraction Kit (TM-PEK),
proporciona un sistema de extracción suave, eficiente y exento de deter-
gentes para la extracción de proteínas de transmembrana (42), como los
receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) procedentes de células de
mamíferos y tejidos, que constituyen una gran superfamilia de proteínas
que actúan como transductores de señales a través de la membrana
celular.
En la actualidad la investigación en proteómica utiliza muestras de
tejido fresco o congelado, lo que limita sustancialmente el conjunto de
muestras disponibles. Dado que la mayor parte de las colecciones y
repositorios de tejidos almacenados en los hospitales y laboratorios clí-
nicos se encuentran estabilizados por fijación en formol e incluidos en
parafina (FFPE- Formalin-fixed paraffin-embedded) su utilización com-
portaría la posibilidad de obtener biomarcadores proteicos con carácter
retrospectivo, con la ventaja de conocerse su caracterización patológica
previa. No obstante, la comunidad investigadora en proteómica parece
refractaria a su utilización, en parte debido al elevado número de pro-
teínas en estado de unión covalente por entrecruzamiento debido al
formaldehído. Sin embargo, la utilización de protocolos de extracción
de proteínas basados en las técnicas de recuperación de antígeno por
calentamiento inducido (43), así como otros procedimientos de extrac-
ción (44), han demostrado su viabilidad (45). Con la combinación de
estas técnicas con otras estrategias de extracción celular, como la micro-
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disección por captura láser (LCM) (46), es esperable llegar a mapear
una red de señalización integrada cuya información puede llegar a ser
mucho más provechosa que la que se deriva únicamente de la informa-
ción individual de cada biomarcador, tanto en el diagnóstico como en el
pronóstico y seguimiento de enfermedades.
8.2. Métodos instrumentales en la investigación
8.2. de biomarcadores
Diferentes estrategias analíticas pueden emplearse para descubrir o
establecer patrones ómicos utilizables como biomarcadores a partir de
muestras de diverso tipo y procedencia, como el análisis en serie de la
expresión génica (SAGE), el método Western Blot utilizado en el estu-
dio de proteínas, la electroforesis diferencial en gel (DIGE), la croma-
tografía líquida bidimensional de alta resolución (2-D HPLC), la espec-
trometría de masas con diferentes sistemas de ionización acoplados a
métodos cromatográficos y encadenados en tándem (MS-MS), utiliza-
bles con numerosas variantes metodológicas, y por supuesto los mi-
croarrays en sus diversas opciones, tanto para ácidos nucleicos como
para proteínas.
El Análisis en Serie de la Expresión Génica, SAGE (Serial Ana-
lysis of Gene Expression) permite conocer y cuantificar la expresión de
los genes en una célula a través de las moléculas de ARNm presentes
en ella en un momento determinado. Ello posibilita obtener perfiles de
expresión de las células en circunstancias diferentes, como distintas
situaciones patológicas, y compararlas con el que se corresponde con
células normales. De este modo es posible determinar los genes que
están siendo activados o silenciados en estas condiciones.
La técnica se basa en el empleo de etiquetas (tags) de ADN comple-
mentarias (ADNc) obtenidas a partir de ARN mensajero (ARNm) media-
ne transcripción inversa. Secuencias de 13 a 15 pb son extraídas de cada
molécula de ADNc para ser secuenciadas. Cada etiqueta de ADNc repre-
senta una secuencia de ARNm presente en la célula, por lo que su secuen-
ciación permite diferenciar un ARNm de otro. Mediante esta técnica
puede cuantificarse la expresión del ARNm y la proteína a la que codifi-
ca. En la actualidad se pueden emplear secuencias mayores de 25 bp
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(pares de bases) utilizando enzimas de restricción tipo III (endonucleasa
EcoP15I), lo que mejora sustancialmente el protocolo de la SAGE con-
vencional. Conocida como superSAGE, fue introducida por Hideo Ma-
tsumura (47) en el año 2003.
El método Western Blot (inmunoblot) desarrollado en el año 1979
permite determinar el tamaño molecular de una proteína y su concentra-
ción relativa en una muestra compleja. Básicamente consiste en utilizar
una electroferesis en gel para separar previamente las proteínas que, en
un paso posterior, serán transferidas como una copia a una membrana de
nitrocelulosa, difluoruro de polivinilideno (PVDF) o nylon (escasamente
utilizada), donde serán visualizadas utilizando anticuerpos específicos.
Generalmente se utilizan geles de poliacrilamida en disoluciones tam-
pón con dodecil sulfato sódico, SDS-PAGE (SDS polyacrylamide gel
electrophoresis). La transferencia al soporte de nitrocelulosa puede
llevarse a cabo por difusión de las proteínas al poner la membrana en
contacto directo con el gel de la electroforesis una vez resuelta, o tam-
bién por migración utilizando una corriente eléctrica que trasladará las
proteínas desde el gel hacia la membrana de PVDF o nitrocelulosa
(Electroblotting). La detección final se realiza en dos pasos. Después de
bloquear la membrana con BSA (Seroalbúmina bovina) para evitar la
adsorción inespecífica, se adicionará un anticuerpo primario que se fi-
jará en las proteínas y posteriormente, en un segundo paso, se adicionará
un anticuerpo secundario debidamente marcado que se unirá al anticuer-
po primario. El marcador puede ser una molécula fluorescente o un
isótopo radiactivo, aunque suele ser una enzima (tipo peroxidasa) que
genera una señal amplificada que permite la visualización y cuantifica-
ción posterior de la proteína.
La denominación western blot corresponde a un juego de palabras
como alternativo al método Southern blot desarrollado por Edwin
Southern para la detección de DNA, al igual que el método Northern
blotting se utiliza para la detección de RNA y el Eastern blotting que da
nombre al método que se emplea para la detección de modificaciones
postraduccionales de proteínas.
Aunque la electroforesis, mono o bidimensional en gel (1-D o 2-D),
se encuentra entre los métodos de separación más comúnmente utilizados
en el análisis del proteoma, presenta el inconveniente del escaso interva-
lo dinámico con que puede utilizarse para fines cuantitativos con los
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métodos de coloración empleados para su visualización, además de su
moderada reproducibilidad. Quizás, el empleo de marcadores fluorescen-
tes de proteínas y la incorporación de las metodologías basadas en el
desarrollo electroforético diferencial de una mezcla de dos muestras dife-
rentes en un solo gel (Difference in gel electrophoresis —DIGE—),
proporcione a los investigadores una herramienta muy mejorada con res-
pecto a otras alternativas basadas en el empleo de geles.
Mediante esta tecnología (Figura 1) dos muestras de proteínas dife-
rentes (control y enfermedad por ejemplo) y opcionalmente una muestra
de referencia (control y enfermedad mezcladas) son marcadas con uno
de los tres marcadores fluorescentes de cianina (Cy) 2, 3 ó 5. Estos
marcadores presentan la ventaja de poseer la misma carga, similar peso
molecular y propiedades fluorescentes diferentes, lo que permite su vi-
sualización selectiva mediante escaneado, utilizando los filtros apropia-
dos. Se puede emplear cualquier tipo de muestra como suero, plasma,
lisado celular o extracto de proteínas de pacientes. Las muestras marca-
das se mezclan y se someten a electroforesis bidimensional en un único
gel. La mejora significativa que introduce esta técnica es que la muestra
que sirve de referencia es utilizada para todos los geles dentro del mis-
mo experimento, lo que facilita la normalización como patrón interno y
la comparación de los registros. El gel es escaneado con un escáner de
fluorescencia a tres longitudes de onda diferentes [Cy2 (488 nm), Cy3
(532 nm) and Cy5 (633 nm)] obteniendo una imagen distinta para cada
uno de ellos. Puesto que la muestra y el control emigran en el mismo
gel, las variaciones que implican la utilización de varios geles se reduce,
así como la dificultad inherente en la comparación de las manchas de
proteínas utilizando geles diferentes. Más aun, la normalización y la
cuantificación relativa de proteínas se simplifican aumentando la exac-
titud, dado que se utiliza el mismo patrón interno para todos los geles.
Otra ventaja de la tecnología DIGE radica en su excelente sensibilidad,
comparable a la determinación fluorescente posterior de cada una de las
improntas de proteínas, consiguiendo intervalos dinámicos de cuatro
órdenes de magnitud, siendo totalmente compatible con el análisis por
espectrometría de masas posterior. No obstante, está técnica posee toda-
vía ciertas limitaciones como la dificultad para separar proteínas con
valores de punto isoeléctrico extremos, proteínas de elevado pesos
molecular y proteínas poco solubles (hidrofóbicas).
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Actualmente, otras metodologías, como la cromatografía líquida
bidimensional de alta resolución (2-D HPLC) se están empleando con
resultados complementarios y algunas ventajas adicionales a los que
ofrece la separación mediante electroforesis. Para ello existen sistemas
automatizados como el Proteomelab PF 2D, que comercializa la casa
Beckman-Coulter (48) con el que se pueden conseguir análisis de alta
resolución del fraccionamiento de miles de proteínas en lisados celula-
res en sólo unas horas. Básicamente consiste en realizar una primera
separación mediante cromatoenfoque (CF) en el que se separan las pro-
teínas en virtud de su diferente punto isoeléctrico (Pi) en una columna
de intercambio iónico. Las fracciones separadas son entonces automáti-
camente inyectadas en una nueva columna en la que sus componentes
serán ahora separados según su diferente hidrofobicidad, utilizando para
ello las bases de la cromatografía de partición en fase reversa. El soft-
ware que acompaña al equipo permite obtener mapas de expresión de
proteínas tanto uni- como bidimensionales (Figura 2).
FIGURA 1. Protocolo DIGE (Difference in gel electrophoresis) (79), utilizando dos mues-
tras de proteínas diferentes, control y enfermedad (la tercera o mezcla de ambas es opcio-
nal). Cada muestra se marca con un derivado de cianina diferente Cy2, Cy3, Cy5. Después de
la electroforesis bidimensional se pueden obtener imágenes distintas según la longitud de onda
de emisión barrida por el escáner, lo que permite llevar a cabo una medida de expresión
diferencial de proteínas. El recorrido de las muestras se realiza sobre el mismo gel.
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FIGURA 2. Representación de un mapa Pi/uV de expresión de proteínas separadas mediante
cromatografía bidimensional comparando líneas celulares de células tumorales tratadas
farmacológicamente frente a células no tratadas (control). Las diferencias pueden utilizarse
en el descubrimiento de biomarcadores. Los cromatogramas de los laterales corresponderían
a las líneas 1 de la muestra y control.
La espectrometría de masas (MS) representa quizás en el momento
actual la alternativa instrumental con mayor capacidad cuantitativa en
la identificación de proteínas y de otros compuestos de interés en bio-
medicina. No obstante, se enfrenta también al mismo problema de la di-
ficultad asociada a la detección de las proteínas (o péptidos) presentes
a bajas concentraciones en presencia de las más abundantes, cuando se
analizan muestras complejas. Esta situación es a la que normalmente nos
enfrentamos cuando se analizan fluidos biológicos o tejidos, o cuando se
pretende determinar modificaciones postraduccionales de proteínas
en presencia de las proteínas originales no modificadas. A este nivel,
podríamos decir que la espectrometría de masas no representa una buena
alternativa cuantitativa, aunque nos permite llevar a cabo una compara-
ción sobre la abundancia relativa de las proteínas de interés cuando anali-
zamos muestras diferentes. El tipo de ionización utilizada, así como el
analizador empleado en el espectrómetro determina la eficacia en el re-
conocimiento de un determinado péptido o proteína y la sensibilidad de
la técnica. En este sentido, combinaciones como MALDI-TOF (Matrix
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Assisted Laser Desorption Ionisation-Time-Of-Flight) se viene utilizado
rutinariamente en la identiifcación de proteínas, al igual que el acopla-
miento SELDI-TOF (Surface Enhanced Laser Desorption Ionisation-
TOF) con la que se mejoran los resultados de la técnica anterior, al rea-
lizar un fraccionamiento previo que se basa en la captura selectiva de las
proteínas mediante interacciones hidrofóbicas, hidrofílicas, de naturaleza
iónica, con ligandos específicos, anticuerpos, etc. sobre una superficie en
la que posteriormente se llevará a cabo el proceso de desorción-ioniza-
ción usual. Estos métodos representan una alternativa relativamente sen-
cilla y fácilmente aplicable en clínica.
Quizás en los últimos cinco años es cuando, podríamos decir, se ha
producido un avance real en los métodos de cuantificación asociados a la
espectrometría de masas. La medida de la abundancia de proteínas puede
realizarse utilizando marcadores isotópicos estables incorporados en la
estructura molecular de aminoácidos y adicionados a cultivos celulares
(Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture —SILAC—).
Básicamente se fundamenta en la incorporación de la forma «pesada» de
un aminoácido en una proteína mediante la sustitución en el mismo de un
isótopo estable (Deuterio, 13C, 15N). En el experimento, dos poblaciones
celulares se someten a crecimiento en un medio de cultivo en condicio-
nes idénticas, con la salvedad de que una de ellas contendrá la forma
«pesada» del aminoácido, y la otra la forma «ligera» (por ejemplo 12C y
13C —L-lisina—, respectivamente). Cuando el aminoácido análogo mar-
cado es incorporado al medio de cultivo, en vez del aminoácido natural,
éste se incorpora en la nueva proteína sintetizada. Después de un deter-
minado número de divisiones celulares el aminoácido marcado aparecerá
como sustituto de su análogo y puesto que apenas existirá diferencia
química entre ambos aminoácidos, las células se comportarán exactamen-
te como la población control. La cuantificación se realiza por compara-
ción de las abundancias relativas de los picos resueltos en el espectróme-
tro de masas, correspondientes a las versiones «ligera» y «pesada» de la
misma proteína (o de sus péptidos), cuando alícuotas de los cultivos co-
rrespondientes a la muestra tratada y al control se mezclan en idéntica
proporción y se introducen en el instrumento.
SILAC proporciona una herramienta in vivo para el marcado de
proteínas que nos permite monitorizar diferencias cuantitativas en la
expresión diferencial de proteínas cuando las células se desarrollan en
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diferentes condiciones. Se ha empleado con éxito, por ejemplo, en la
identificación de biomarcadores en el cáncer de páncreas a partir del
análisis del secretoma. Una variante de esta técnica representa la meto-
dología ICPL (Isotope-Coded Protein Labels), en la que los grupos
amino libres presentes en las proteínas, así como los residuos de lisina,
se marcan con ácido nicotínico activado. El ácido nicotínico en su ver-
sión «ligera» posee cuatro átomos de hidrógeno, por lo que su versión
«pesada» poseerá una masa molecular incrementada en 4 Da (Dalton)
cuando éstos se sustituyen con átomos de deuterio. Después del marca-
do por derivatización de las muestras procedentes de los dos cultivos
objeto de comparación, éstas se mezclan entre sí y se someten a una
digestión enzimática utilizando endopeptidasas. El cóctel de péptidos
obtenido puede separarse utilizando técnicas de electroforesis en gel,
electroforesis capilar o cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC)
antes de ser resueltos en el espectrómetro de masas, o bien pueden
mezclarse con los sustratos apropiados del MALDI y se someten a ioni-
zación por desorción con láser sin ninguna separación previa. El resul-
tado en cualquier caso serán pares de picos en el espectro de masas
correspondientes a los péptidos con una diferencia en m/z de 4 Da. Su
diferente abundancia relativa indicará diferencias de expresión.
Se han desarrollado actualmente otras alternativas cuantitativas con
gran potencial, como el marcaje isobárico (iTRAQ) (49, 50) que está
jugando un papel determinante en lo que se conoce como proteómica
de expresión diferencial cuantitativa, en el contexto de la proteómica de
segunda generación. Utilizando esta metodología, los péptidos obteni-
dos mediante digestión enzimática de las proteínas se marcan mediante
derivatización con una serie de moléculas que poseen todas ellas el
mismo tamaño molecular. En su estructura incorporan un marcador (re-
porter) cuya masa varía en una unidad de masa atómica, unido a un
grupo funcional que equilibra la diferencia de masa del marcador. El
marcador suele ser un derivado de la N-metilpiperacina unido a un
grupo carbonilo que actúa como elemento equilibrador. La masa del
conjunto permanece constante mediante enriquecimiento isótopico dife-
rencial con átomos 13C, 15N, y 18O, repartidos equilibradamente en ambas
partes de la molécula, marcador y grupo equilibrador. La molécula pre-
senta también en su estructura un grupo reactivo (NHS-éster) que per-
mite su enlace a los grupos N terminal del péptido. La determinación
cuantitativa diferencial se basa en que todos los péptidos marcados con
ESTRATEGIAS ANALÍTICAS EN LA INVESTIGACIÓN DE NUEVOS BIOMARCADORES
37
los reactivos poseerán el mismo tamaño molecular, si bien el tamaño
molecular del marcador (reporter) dependerá del reactivo utilizado para
las diferentes condiciones de obtención de las proteínas. Así los pépti-
dos pueden separarse en virtud de su tamaño mediante HPLC y poste-
riormente mediante acoplamiento MS/MS obtener un perfil de doble
fraccionamiento. Primero a través de la relación m/z del péptido precur-
sor mediante una ionización suave (M-H+) y posteriormente en una
segunda fragmentación más extensiva de éste péptido obtendremos su
espectro de masas, que contendrá la distribución m/z de los diferentes
marcadores empleados, en función de la cual podremos cuantificar di-
ferencias de expresión (Figura 3).
Otro método de marcaje isotópico, al que puede recurrirse para el
marcaje de péptidos con fines cuantitativos, es la incorporación de 18O
catalizada por tripsina durante la digestión enzimática de proteínas. Los
marcadores incorporados producen un rastro de masa específico que
puede reconocerse mediante espectrometría de masas, proporcionando
a la vez una vía para la cuantificación. A diferencia de los métodos de
cuantificación relativa, con este método pueden añadirse como patrones
internos proteotipos de péptidos marcados con isótopos estables en el
producto de la digestión enzimática, lo que permite la cuantificación
absoluta de las proteínas (AQUA), mediante la relación de las señales
correspondientes al patrón interno y al péptido marcado obtenido en la
digestión enzimática. Para la cuantificación absoluta, el espectrómetro
de masas opera en modo MRM (multiple reaction monitoring), en el
que se monitoriza no sólo la masa el ion correspondiente al péptido
intacto, sino también uno o varios fragmentos de éste. La combinación
de los tiempos de retención obtenidos mediante cromatografía de líqui-
dos (LC), la masa del péptido y la de sus fragmentos permite eliminar
ambigüedades a la hora de la asignación de péptidos, ampliando el in-
tervalo dinámico para la cuantificación. Además, la búsqueda de frag-
mentos de iones seleccionados, permite la cuantificación en paralelo
de cientos de genes candidatos de la muestra en un corto periodo de
tiempo. El desarrollo de métodos híbridos combinando MRM con mé-
todos de enriquecimiento de proteínas permitiría, probablemente, ex-
tender esta metodología para la cuantificación completa del proteoma




FIGURA 3. Esquema de un ensayo de expresión diferencial de proteínas empleando el método
de marcaje isobárico (iTRAQ). A) La masa variable del derivado de piperacina (114-117 Da)
se equilibra con la masa del grupo carbonilo para obtener etiquetas de 145 Da. Para ello
se juega con la composición en la fórmula de los isótopos de 13C, 15N y 18O. B) Los péptidos
marcados son mezclados y sometidos a separación por tamaño molecular mediante HPLC
acoplado a un tándem MS-MS. La primera ionización suave genera iones que conservan el
marcador. La segunda ionización, más extensiva, libera los marcadores de distinta masa cuya
abundancia relativa revela las diferencias de expresión (82).
Actualmente el análisis proteómico se ha extendido a la utilización
de secciones de tejido completo utilizando la imagen MALDI como
herramienta diagnóstica, como proponen Schwamborn y colaboradores
para el diagnóstico de cáncer de próstata (52). Esta opción permite la
detección de proteínas in situ en cortes de tejido así como su distribu-
ción espacial. Los datos de imagen MALDI contienen un gran número
de espectros de masas que pueden evaluarse empleando un algoritmo de
agrupamiento jerárquico (53).
Como alternativa a los métodos que utilizan marcadores se encuen-
tran los métodos basados en la tecnología de microarrays de proteínas.
Para su uso se emplean matrices con miles de proteínas o anticuerpos
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inmovilizados con capacidad de reconocimiento específico. Estos dispo-
sitivos pueden construirse con una finalidad principalmente cuantitativa,
si bien el resultado perseguido puede ser de naturaleza binaria (si o no).
Cuatro plataformas son actualmente las más utilizadas para este fin (54).
A) En fase directa, en la que proteínas, péptidos o ligandos se inmovi-
lizan como diminutos puntos sobre el soporte de la matriz seguido de la
adición de las moléculas candidatas. Después de una incubación se vi-
sualizan por adición del colorante adecuado, identificando las coorde-
nadas donde la interacción se ha producido. B) Fase reversa, donde el
lisado de proteínas es el que se inmoviliza en forma de puntos sobre la
matriz, incorporando a continuación los anticuerpos específicos con-
venientemente marcados. C) Matriz de anticuerpos sobre los que se
adicionan las proteínas marcadas y D) Matriz de anticuerpo primario
sobre el que se adicionan las proteínas candidatas, incorporando poste-
riormente un segundo anticuerpo marcado, en una configuración ELISA
característica.
Los microarrays son una herramienta versátil y de gran utilidad para
examinar y procesar un elevado número de muestras en el descubrimien-
to de biomarcadores, tanto en la etapa de desarrollo de medicamentos
como en los ensayos cínicos. Los microarrays de tejidos y de proteínas
han alcanzado una tecnología tal que proporcionan a los investigado-
res plataformas de alto rendimiento para analizar varios cientos de mues-
tras de manera simultánea, por lo que se han convertido también en au-
ténticos instrumentos para la validación de biomarcadores.
9. BIOMARCADORES EN EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO
9. (KITS DIAGNÓSTICOS)
La enorme eclosión de nuevos biomarcadores de utilidad clínica ha
hecho que el mercado del diagnóstico se desplace con gran rapidez
hacia una modalidad de ensayos en los que la cercanía al paciente re-
presenta su mayor reto y en especial los métodos encaminados a conso-
lidar el creciente campo que representa la medicina personalizada. Estos
ensayos incorporan diferentes tecnologías. Desde los que se basan en el
empleo de técnicas de amplificación, el uso de sondas no amplificadas,
las que recurren a técnicas de hibridación utilizando sondas fluorescen-
tes o las que incorporan microarrays.
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Las aplicaciones emergentes de estos métodos abarcan el diagnós-
tico oncológico (pronóstico y tratamientos personalizados), perfil farma-
cogenómico, ensayos genéticos para desvelar desórdenes hereditarios,
diagnóstico prenatal y análisis del riesgo genético de padecer determi-
nadas enfermedades o patologías.
La FDA americana aprobó el primer test basado en la tecnología de
los microarrays de expresión genética el 6 de febrero de 2007. Este
dispositivo denominado MammaPrint® se utiliza para el diagnóstico del
cáncer de mama y se basa en la expresión combinada de 70 genes para
predecir si una mujer presenta un mayor o menor riesgo de que un tumor
se repita. Está basado en la tecnología Agilent con oligonucleótidos de
60 mer con un coste aproximado de 4.200 dólares y ayuda a los facul-
tativos y a los pacientes a tomar decisiones más meditadas con relación
a la terapia a seguir. Permite clasificar a las pacientes según el riego de
padecer metástasis, de manera que aquellas que presenten un elevado
riesgo tendrán una probabilidad del 50% de sobrevivir diez años frente
al 96% para aquellas que presenten un riesgo bajo. Permite además
discriminar a las pacientes para el uso de quimioterapia ya que se ha
demostrado que el beneficio de complementar una terapia convencional
en pacientes de bajo riesgo con determinados tratamientos con citostá-
ticos agresivos representa un beneficio para ellas prácticamente nulo.
Es evidente que este tipo de pronóstico tiene una doble repercusión,
tanto médica como económica. Simplemente con que la fracción de
mujeres clasificadas de alto riesgo se redujese al 60% el sistema sani-
tario reduciría sus costes en millones de euros, además de eliminar
innecesarios efectos secundarios propios de la quimioterapia en aquellos
enfermos que no lo necesiten realmente. Permite además plantear los
ensayos clínicos restringiendo los pacientes seleccionados a aquellos
que realmente pueden beneficiarse de un determinado tratamiento, eli-
minando de los mismos aquellos que presentan resistencia efectiva al
mismo. Se trata de un ejemplo claro de medicina individualizada y este
test es sólo el comienzo.
Otro dispositivo de este tipo actualmente disponible para el diagnós-
tico de cáncer de origen primario desconocido o CUP de acuerdo con la
terminología inglesa (Cancer of Unknown Primary) es el CupPrint®.
Este tipo de cáncer se considera la cuarta causa más común de morta-
lidad por esta patología y uno de los diez tipos más comunes de cáncer
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en el mundo. Se basa en una licencia de la base de datos TUO de
AviaraDx Inc. CupPrint® es un servicio de Agendia, del Hospital Sloter-
vaart de Ámsterdam, y como el MammaPrint se distribuye en España
por Ferrer inCode (55). Mide la expresión de 495 genes y está diseñado
para detectar 41 tipos diferentes de cáncer, utilizando la estrategia bio-
informática basada en el algoritmo de agrupamiento jerárquico del ve-
cino más próximo (k-nearest neighbor) con una exactitud del 88%.
Ferrer inCode, comercializa también en España el dispositivo Dru-
gincode®. Se trata de un microarray que permite analizar el genotipo de
un paciente y valorar su capacidad para metabolizar medicamentos, cla-
sificándolos en varias categorías: metabolizador lento, intermedio, efi-
ciente y ultrarrápido, así como valorar también la actividad de proteínas
transportadoras y de los receptores. Para el análisis basta con una mues-
tra de saliva del paciente, y se basa en la identificación de 92 polimor-
fismos de un solo nucleótido (SNP).
El microarray contiene 4.328 sondas siendo 256 para control de
hibridación y 512 para control del ruido. Presenta una especificidad
global del 99,7% y una sensibilidad del 99,9%.
Los chips basados en la microfluídica se presentan también como
herramientas analíticas potencialmente ventajosas en ensayos rápidos
basados en el uso de biomarcadores. Recientemente, el equipo del pro-
fesor James R. Heath del Instituto Tecnológico de California (CA, USA),
ha desarrollado un dispositivo diagnóstico del tamaño de un «porta»
utilizado en microscopía óptica capaz de determinar a la vez varias
proteínas séricas sólo con una gota de sangre (56). Se trata de un chip
integrado a modo de código de barras en un sustrato de cristal cubierto
con silicona consistente. Su superficie está moldeada de manera que
contiene un circuito de microfluídica formado por canales microscó-
picos en los que el pequeño volumen de sangre fluye. El chip está
diseñado para separar el plasma de la sangre entera siendo éste el uti-
lizado para medir el panel de biomarcadores. El dispositivo posee veinte
líneas distintas, cada una de las cuales incorpora un anticuerpo especí-
fico para cada una de las proteínas que actúa como biomarcador, gene-
rando una fluorescencia roja cuando se produce la captura. La inten-
sidad de la fluorescencia dependerá de la concentración de la proteína
capturada. Cada línea, por tanto, mostrará la presencia de cada biomar-
cador, por lo que permite múltiples resultados en un solo chip. Con el
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dispositivo ya se han determinado biomarcadores de cáncer de próstata
y mama. El test resulta notablemente más barato que los métodos con-
vencionales con un coste aproximado de 50 dólares.
10. BIOMARCADORES DEL CÁNCER
Las tasas de incidencia y mortalidad del cáncer se han reducido en
los últimos quince años en los Estados Unidos, de acuerdo con el último
estudio estadístico realizado por la ACS (American Cancer Society) y
publicado en CA (Cancer Journal for Clinicians) en el año 2009 (57).
Esto significa que alrededor de 650.000 muertes se han prevenido o
retrasado. No obstante, el cáncer continúa siendo la causa principal de
muerte seguida de la patología cardiovascular. El número de afectados
sigue siendo muy elevado y sólo en los Estados Unidos se alcanzará
durante este año 2009 la cifra de 1.479.350 nuevos casos y causará
562.340 muertes.
De acuerdo con la estadística, en el periodo de 1990 a 2005, la tasa
de mortalidad del cáncer en su globalidad se redujo en un 19,2% en va-
rones y en un 11,4% en mujeres. La disminución en varones se debe en
gran medida a la reducción en el cáncer de pulmón (37%), el de prósta-
ta (24%) y del cáncer colorrectal (17%) que constituyen el 80% de la re-
ducción total. En las mujeres el descenso de la mortalidad se debe a la
reducción del cáncer de mama (37%) y el cáncer colorrectal (24%), los
cuales suman el 60% de la disminución total.
Estas tasas de incremento de la supervivencia reflejan los avances
tanto en el diagnóstico temprano de la enfermedad como en el trata-
miento de la misma, y no cabe duda del importante papel que está
jugando el descubrimiento de nuevos biomarcadores. En ello han con-
tribuido los importantes avances en el conocimiento de las aberraciones
genéticas que conducen al desarrollo de la enfermedad (58), como tam-
bién los producidos en la caracterización de diferentes fenotipos de
cáncer vía transcriptómica.
En la actualidad la proteómica se encuentra en el punto de mira de
la investigación sobre esta enfermedad. En comparación con la genómi-
ca y la transcriptómica, la proteómica se presenta como una plataforma
más realista para la identificación de las alteraciones provocadas por la
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enfermedad y de sus mecanismos de señalización, lo que claramente
contribuye a entender mejor el desarrollo de los tumores. Concurren
diferentes razones por los que la investigación debe dirigirse hacia la
proteómica del cáncer. En primer lugar porque existe una escasa rela-
ción entre los niveles de transcripción de numerosos genes y la abun-
dancia relativa de sus correspondientes proteínas. En segundo lugar y
debido a diferencias tanto en la expresión como en la traducción, cada
gen puede codificar variantes proteicas con propiedades distintas. En
tercer lugar, las proteínas llave que pueden generar la malignización de
las células pueden experimentar modificaciones postraduccionales que
incluyen fosforilación y glicosilación y en cuarto lugar los proteomas
pueden monitorizarse detectándose cambios que pueden servir para se-
guir el curso de una enfermedad o la respuesta a la farmacoterapia
(Tabla II). No obstante, los estudios del proteoma de tejidos cancerosos
presentan una serie de peculiaridades que complican su analítica: La
población celular del tejido canceroso presenta una enorme heterogenei-
dad propia del cáncer en sí mismo o de la respuesta del propio hospe-
dador ante el desarrollo del tumor. Hay un intervalo dinámico de varios
órdenes de magnitud en la concentración de proteínas en los fluidos
próximos al tumor y en el suero, que pueden constituir una fuente de
identificación de biomarcadores. La necesidad de una validación de los
cambios a nivel molecular observados con cohortes independientes de
pacientes y utilizando técnicas y ensayos independientes.
Más allá del progreso tecnológico, es de una importancia funda-
mental diseñar bien estos estudios, de manera que el descubrimiento de
nuevos biomarcadores no adolezca de las incertidumbres que, a menudo,
han acompañado a experiencias pasadas. Se necesita, por tanto, la acep-
tación generalizada de una serie de normas que garanticen los mejores
resultados posibles en cada uno de los numerosos proyectos de investi-
gación que actualmente se están desarrollando. La red de investigación
de detección temprana (Early Detection Research Network —EDRN—)
puede servir como ejemplo del establecimiento de redes de investigación
establecidas a nivel mundial con el ánimo de afrontar este desafío (59).
Desde el año 2000 el primer objetivo de la red EDRN fue desarrollar unas
líneas maestras para la detección y validación de biomarcadores del cán-
cer en apoyo del intercambio científico internacional, que incluyen la
estandarización de reactivos y ensayos, la validación de la metodología
estadística y de las herramientas computacionales, la unificación de los
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TABLA II. Ejemplos de tecnologías con biomarcadores asociados al cáncer
Utilidad del Técnica Tecnología Enfermedad Ref.
biomarcador analítica utilizada
Diagnóstico Electroforesis 2-D-DIGE Cáncer
en gel colorrectal (68)
2-D-PAGE Cáncer papilar
de tiroides (69)
Espectrometría SILAC-LC- Cáncer de
de masas MS/MS páncreas (70)
SELDI-TOF-MS Cáncer de
pulmón (71)
Microarray Micromatriz de Adenocarcinoma
anticuerpos esofágico (72)
Pronóstico Electroforesis 2-D-DIGE Carcinoma





de masas cutáneo (75)
iTRAQ-2-D-LC- Metástasis en
MS/MS cáncer de mama (76)
Microarray Micromatriz Cáncer
de tejidos de mama (77)
Predictivo de Microarray Micromatriz de Cáncer de vejiga (78)
la respuesta anticuerpos
terapéutica
informes de los resultados y la mejora de los recursos informáticos y del
flujo de información en general. Cuenta entre sus programas y recursos
con el Grupo de investigación sobre biomarcadores del cáncer (Cancer
Biomarkers Research Group). En su página web es posible localizar nu-
merosos protocolos.
Hoy día la red la constituyen más de 40 instituciones y sus equipos
de investigación (más de 300 investigadores) proceden de distintos
ámbitos, como el académico, el sector privado e instituciones guber-
namentales. Su objetivo es trasladar los avances en la investigación
molecular a la práctica clínica, de manera que permitan identificar el
cáncer en sus etapas tempranas de transformación celular e identificar,
también, poblaciones de riesgo que puedan desarrollarlo. Su participa-
ción ha posibilitado la identificación y validación de numerosos biomar-
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cadores como los perfiles proteicos de la hiperplasia benigna de próstata
BPH, HPIN (High-grade prostate intraepithelial neoplasia) y IGFb3/br
(insulin-like growth factor-binding protein 3) en el cáncer de próstata,
las mutaciones del gen K-ras detectables en orina y heces en el cáncer
de colon, y las alteraciones en el gen de la alfa-catenina en el cáncer de
mama (60).
11. EL PAPEL DE LA BIOINFORMÁTICA
Los trabajos en que se publican nuevos patrones ómicos que deta-
llan utilidades diagnósticas, pronósticas y terapéuticas, se están produ-
ciendo con enorme rapidez en la literatura científica, generando una
inmensa abundancia de todo tipo de datos. No obstante, antes de que
dichos descubrimientos tengan realmente validez como biomarcadores
se debe considerar la extraordinaria complejidad que el análisis de estos
datos requiere. En su mayoría las metodologías utilizadas son extre-
madamente propensas a la generación de ruido e influidas por el sesgo
propio de la medición biológica. Por ello, para la interpretación de los
datos la mayoría de estos estudios utilizan el mismo paradigma bioin-
formático utilizando herramientas computacionales para separar la señal
del ruido, seguido de asociaciones estadísticas de los resultados, relacio-
nando los patrones obtenidos con una enfermedad específica. Se utilizan
para ello diferentes estrategias que pueden emplear algoritmos de aproxi-
mación o los basados en modelos probabilísticos como los algoritmos de
Márkov.
El modelo estadístico empleado dependerá de los datos producidos.
Por ejemplo, las medidas cuantitativas de la expresión genética obtenida
con un microarray requerirán un tratamiento diferente que un análisis de
alelos en el que se utiliza una matriz SNP de alto rendimiento.
Aunque este paradigma bioinformático general es consistente para
todos los estudios ómicos, el diseño experimental y el análisis global
puede variar ampliamente entre las diferentes áreas de las tecnologías
ómicas. Precisamente y con estas variaciones en mente, McShane y co-
laboradores propusieron en el año 2005 un conjunto de criterios que de-
berían tenerse en cuenta a la hora de describir los resultados de los estu-
dios de biomarcadores del cáncer (61). Este documento proporciona una
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descripción detallada sobre la información mínima que debe acompañar-
se cuando se detallan los resultados sobre el estudio de biomarcadores
tumorales. Estas directrices REMARK (Reporting recommendations for
tumor marker prognostic studies) pueden encontrarse en la página web:
http://cancerdiagnosis.nci.nih.gov/assessment/progress/remark.htm.
El desarrollo de la bioinformática ha permitido también la implan-
tación de plataformas ubicadas en servidores accesibles a través de la
Web, que posibilitan a los investigadores disponer de herramientas va-
liosísimas para la interpretación de los resultados. Sirvan de ejemplo las
plataformas ExPASy y Oncomine™.
ExPASy (62) corresponde al acrónimo Expert Protein Analysis Sys-
tem, y se trata de un sistema experto de análisis de proteínas ubicado en
el servidor del Instituto Suizo de Bioinformática (Swiss Institute of Bio-
informatics, SIB) que permite el análisis de secuencias y estructuras de
proteínas y datos correspondientes a 2D-PAGE. El servidor funciona en
colaboración con el Instituto Europeo de Bioinformática (European
Bioinformatics Institute, EBI) y gestiona también las bases de conoci-
miento de secuencias de proteínas UniProtKnowledgebase/Swiss-Prot y
UniProtKnowledgebase/TrEMBL.
De acuerdo con los datos estadísticos de su página web, desde su
instalación el 1 de agosto de 1993 hasta el 5 enero de 2009, la platafor-
ma ha sido consultada más de mil seiscientos millones de veces.
La plataforma Oncomine™ es una aplicación bioinformática que ha
sido diseñada para explotar los datos del transcriptoma acumulados a
partir de los ensayos con microarrays, con más de 28.000 perfiles que
cubren 41 tipos de cáncer (63). Unifica además un enorme compendio
de otros datos de microarrays publicados, como las bases de datos GEO
(Gene Expression Omnibus) (64) y SMD (Stanford Microarray Data-
base) (65), proporcionando además la posibilidad de realizar análisis de
expresión diferencial mediante la comparación de los datos correspon-
dientes a la mayoría de los distintos tipos de cáncer con sus respectivos
valores para tejidos normales. Por ejemplo, para identificar los genes
potencialmente implicados en un tipo particular de cáncer, los usuarios
pueden utilizar la herramienta de análisis de la aplicación «cancer vs.
normal», de manera que los genes que se encuentren hiperregulados con
relación a los tejidos normales pueden recuperarse en forma de lista.
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Cada gen sobreexpresado de la lista, puede entonces ser valorado me-
diante el test de Student para calcular los valores de P o Q (número de
hipótesis nulas aceptadas o rechazadas) en las medias de los valores
de expresión y el valor de la t de Student normalizada. Además, Onco-
mine incorpora un filtro de Ontología Génica (GO) que permite al usua-
rio de la plataforma identificar genes con determinados procesos bioló-
gicos, funciones moleculares o localizaciones celulares.
Las posibilidades de estas plataformas, por tanto, son infinitas e irán
ampliándose a medida que se publiquen nuevos datos que se vayan
incorporando a sus bases de datos (66).
12. BIOMARCADORES Y MEDICINA PERSONALIZADA
En la actualidad existen más de 120 medicamentos en cuyo etique-
tado se detallan advertencias de carácter farmacogenético y no cabe
duda de que este número se irá incrementando a medida que continúen
los progresos de la investigación en farmacología (80). Estos medica-
mentos cubren un importante número de áreas terapéuticas que inclu-
yen enfermedades infecciosas (Voriconazol), cardiología y hematología
(Warfarian), psiquiatría (Atomoxetina), neurología (Carbamacepina) y
oncología (Azatioprina, Irinotecan, Trastuzumab y Cetuximab). Dichos
medicamentos llevan asociados también test farmacogenéticos de modo
que en su etiquetado se clasifican en tres niveles: Ensayo requerido,
recomendado o sólo con carácter informativo. Actualmente cuatro me-
dicamentos exigen la realización de un test farmacogenético previo al
tratamiento farmacológico (81): El tratamiento con Cetuximab necesita
la confirmación de la expresión del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). La terapia con Trastuzumab requiere la confirma-
ción de la sobreexpresión del receptor 2 del factor de crecimiento epi-
dérmico humano (HER2/NEU). La infección por el virus HIV-1 con
tropismo CCR-5 debe confirmarse antes de iniciar un tratamiento con el
medicamento antiretroviral Maraviroc. El tratamiento con Dasatinib en
la leucemia linfoblástica aguda en pacientes con cromosoma Filadelfia
positivo y resistente o intolerante a terapias alternativas. En tratamientos
con Warfarina, tiopurinas, ácido Valproico, Irinotecan, Abacavir y Ras-




El precio de estos ensayos se encuentra entre los 250 y 500 dólares.
Una cantidad quizás todavía demasiado elevada como para estandarizar-
se en los tratamientos convencionales aunque asumible si se demuestra
fehacientemente la utilidad de los mismos. Se requiere, por tanto, llevar
a cabo ensayos de utilidad basados en la evidencia clínica, en los que
la interpretación de los test farmacogenéticos juegue un papel esencial
y en particular reconocer la necesidad de una formación especializada
para establecer las dosis más apropiadas de acuerdo con el fenotipo de
los pacientes.
Al igual que la Farmacia Clínica se introdujo en los hospitales res-
ponsabilizándose de la monitorización de los medicamentos con estre-
cho índice terapéutico con la finalidad de recalcular las dosis individua-
lizadas para cada paciente a través de la determinación de sus niveles
plasmáticos (Therapeutic Drug Monitoring —TDM—), la medicina per-
sonalizada se presenta ahora como una nueva herramienta que permitirá
maximizar la eficacia terapéutica basándose en el empleo de patrones
multifactoriales a través de biomarcadores específicos mucho más fia-
bles en el cálculo de las dosis que la edad y la masa corporal de los
pacientes.
No cabe duda de que se abre una nueva era para la Farmacia Asis-
tencial en la que los farmacéuticos del siglo XXI van a tener un prota-
gonismo fundamental.
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